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根粒菌の宿主特異性とその可変的現象
鹿児島大学･理学部･生命化学科　　東　　　四　郎
′ー＼
′~､
はじめに
根粒菌を分頬するとき,古くは根粒菌の持っ宿主
特異性(host specificity)をもって分類の基準と
した｡いわゆる交互接種群テスト(cross inocula-
tion test)である｡この方法は理屈としては充分
に納得される方法で,栽培種のマメ科植物の根粒菌
を分類する上で充分に役立っものであったo Lかし,
マメ科植物の根粒形成,窒素固定の研究が発達する
に従って,交互接種で決定していた分類のカテゴリー
に入らない菌株が急速に増大してきた｡マメ科植物
は地球上でその数約700属, 17,000種と言われる｡
野生のマメ科植物の根粒菌,特に近年ようやく研究
の手が着いたばかりの樹木の根粒菌まで含めるとそ
の分頬の複雑さは想像を絶する.従来, Rhizobium
属(R. legumiTWSarum bv. uiciae, R. l･ bv. tri-
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菌頬のキチン合成酵素遺伝子と形態形成
folii, R. Tneliloti, R. etli, R. loti, R･ tropici, R･
fredii, R. sp. NGR234), Bradyrhizobium属(B･
japonicum, B. elhanii)それにAzorhizobiuTn属
(A caulinodans)の3属に分頬してきたが,ここ
数年のうちに根粒菌の属名が次々に増加してきてお
り,今後どのようにまとめて行くか重要な問題であ
るo例えば, Rhizobium属を見てみると, Rhizo-
biuTn属(R. leguminosarum, R. tropici, R. etlt),
SiTWrhizobiuTn属(S. Tneliloti, S. fredii, S. sa-
heli, S. teranga), MesorhizobiuTn属(R. loti,
R. huahuii, R. ciceri, R. tianshanense, 1L me-
diterraneum)その他にR. galegaeなどがある0
本稿では増加の起因となる現象の一端を覗いてみる
こととした｡
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アグロバクチリウムと根粒菌
多くの双子葉植物に感染しクラウンゴールを形成
する病原菌Agrobacterium tumefaciensは土壌細
菌のうちで,その感染機構が遺伝子レベルで最もよ
く解析されている菌種の一つである｡菌細胞中に保
持しているTi-plasmidの発現機構,とりわけ植物
体への感染-植物細胞核DNAへの遺伝子挿入過程
-挿入された遺伝子の分子レベルでの発現調節系な
どは多くの腫療研究のモデルとなっている｡また,
Ti-plasmidに任意の遺伝子を挿入し,植物の形質
転換体(transgenic plant)を作成するダイナミッ
クな分子遺伝学の応用は目を見張るものがある｡同
様に, A. rhizogenesの感染により植物体が毛状根
を無数に発生せしめる機作も興味津々たるものがあ
る｡近年,その応用の成功例もよく聞くことが出来
る｡
一方,根粒菌は宿主植物に根粒を形成し,その中
で,大気中の窒素を固定し,固定産物を植物に与え
るという共生の系を成立させる菌である｡根粒形成
に関わる遺伝子群(nod genes)と窒素固定を司る
遺伝子群(nif, fix genes)は別々の部位に在所し,
しかもこれらの遺伝子が巨大プラスミド上に在位す
る場合(pSym)と主染色体上に在位している場合
とがあり,それぞれの菌種で性質が異なる｡このn
od genesとnif, fix genesの2つの遺伝子群の存在
様式は古くから根粒菌の分類を行うときの目安となっ
ている｡
感染という立場からAgrobacteriumと根粒菌の
両者を比較すると, AgrobacteriuTnは植物の傷病
部分から感染,侵入して行くのに対し,根粒菌は根
の根毛細胞から侵入するのが一般的である｡根粒菌
が根毛から侵入する方式は,根粒菌からの感染シグ
ナルが根毛のカーリング(curling)や枝分れ
(branching)を誘導し,その根毛細胞壁問に閉じ
込められた菌が根毛細胞壁を貫通し,根毛細胞内に
侵入する｡次に,根毛細胞内に感染糸(infection
thread)が形成され,根の組織細胞へ到達したと
き感染糸の先端から植物細胞へ侵入菌が放出される｡
この感染糸形成もすべて根粒菌と植物側との相互作
用によるものである｡
Agrobacteriumや根粒菌で形成される植物異常
組織の内部はそれぞれの菌の保有する遺伝子群によ
◎㊤00◎8090¢㊦缶
り支配されるが,前者ではTi-plasmid上遺伝子群
の発現により植物成長ホルモンやオピン化合物など
が産出される｡後者は根粒菌の保有するTWd genes
の発現産物であるNod factorsにより植物細胞より
誘導されるNodulins (early nodulin-EDOD及び
late nodulin)の産生である｡両者の発現機構,発
現産物は全く異なるが,菌体側からの植物組織細胞
への情報伝達のありようを比較検討することは興味
深い仕事である｡
そこで我々は根粒菌のTWd genesを, Ti-plasmid
を消去したAgrobacteriumへ挿入し,得られた
transconjugantが根粒を形成しうるか否かについ
て検討を始めた(阿部, 1997)｡まず,野生型クロー
バ菌R. leguminosarum bv. trifolii 4 Sの持っ共
生プラスミド(pRt4Sa, 315kb)へE. colt S17-1
(pSUP5011)のTn5-mob geneを挿入し, 1L l. bv.
trifolii 4S5 (pRt4Sa::Tn5-mob)を得た｡この4
S5株をA. tuTnefaciens A136株へE. colt MM294
(pRK2013)をヘルパーとしてtriparental mating
行いpRt4Sa::Tn5-mobを移行させた｡得られた
菌株をAT4S-seriesとした｡この実験系でdonorと
なる菌株とrecipientとなる菌株の判定,及び得ら
れたtransconjugantが確かにrecipient細胞由来で
あることの証明に, RAPD法(random amplified
polymorphic DNA method), nod genes中の
nodCをprimerとしたPCR法,サザン解析による
Tn5-TnObの所在の証明, total DNA中のnod gene
フラグメンテーションのサザン解析パターンなどに
より確認しながら実験を進行させた｡この菌株群は
クローバのpSym上のTWd genesをAgrobacterium
の細胞内で発現し, TWd genesの起源菌株の宿主で
あるクローバに根粒を形成するようになった｡それ
ばかりか,クローバとは全く異なる宿主のアルファ
ルファ(Medicago satiua)にも根粒形成が見ら
れた｡つまり宿主域拡大がおきたのである(表1)0
また,後述するが, Nod factorの構造について,
35SでラベルしたSodium sulphateを用いて実験
菌株のNad factorへの35Sの取り込みを分析したと
ころ,コントロールとして用いたR. Tneliloti株で
は明確に取り込んでいたのに, AT4SG株のNod
factor分子中への取り込みは検出されず, 4S株の
Nod factorと同一のスポットを得た｡即ち,
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表1根粒菌(R. l. bv. tl･ifolii4S)のpSymをA. tumeFaciens A136へ移行させて得たTransconjugant
(AT4SG)の諸性質(川村ら, 1997)0
4S A136　　　　AT4S･.1･eries R. 111eLL'LuEL'
/ー
′~＼
Nodule rormatiom
clover O
alfalfa X
Infection thread
fornlation
clover O
alfalfa X
Shape of bacteroid
clover Y.C
alfalfa　　　　　　　　'X
No d･ fa cto r R.). tn'foll')'tyDe
×　　　　　　　　　○　　　　　　　　　×
×　　　　　　　　○　　　　　　　　○
×　　　　　　　　○　　　　　　　　×
×　　　　　　　　一〇　　　　　　　　〇
×　　　　　　　　　C X
X Y,C Y,C
R.1.ETJ'1'oh')'type R.mel)'lotJ'type
○:形成, ×:形成無し, Y:Y字形, C:クラブ形
AgrobacteriuTn細胞はその起源菌(R. l. bv.
trifolii 4S)と同様にnod genesの発現可能な細胞
内環境を整えており, nod genesの移入の完了によ
り根粒形成を行うことが出来るようになったことを
予想させる(川村ら, 1997)｡しかしアルファルファ
RJzodo申〃1[/zIm ～b和m
への根粒形成は従来の根粒形成シグナルとしての後
述するがLCO (lipo-chitooligosaccharide)の作
用は当てはまらなくなる｡この点については更なる
追跡が必要である｡このような関係は恐らく
AgrobacteriuTnとRhizobiuTn属が古くはごく近い
図1 16SrRNA遺伝子の全塩基配列に基づく分子系統樹
(薄田, 1994)0
各棟の数字はブーツストラップ確率を表す｡
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関係にあったことを物語るものと推察される｡
実際,浮田(1995)による16SrRNA遺伝子の
全塩基配列に基づく根粒菌とAgrobacteiumの
系統樹(図1 )から見る限り, AgT･ObacterizLTn
はβradyrhizobium属とは遠い関係であるが,
Rhizobium属とは相互に近縁種であることを
示している｡
以上のような実験的背景から,根粒形成だけ
を根粒菌の分類の基準とすることに立っならば,
土壌中の自然生態系では根粒菌同士または根粒
菌と異種であるが近縁な菌の接合やバクテリオ
ファージのようなキャリアーによるnod genes
の伝播など可能な手段で,根粒菌のいわゆる分
類枠は拡大の一途を辿るのではないかと考えら
れる｡事実,根粒菌にはNGR234株やGRH2の
ような広宿主域の菌が存在し,その感染機構の
解析は宿主特異性の厳密な菌種とこの両者の違
いから根粒菌の感染機序の解明に役立っている｡
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最近の話題
従来,細菌の分類の方法として,古典的には生理
的活性による分類法に始まり,近年ではELISA法,
基質特異性,細胞内タンパク質の2-D一電気泳動法,
脂肪酸の組成分析,抗生物質耐性,バクテリオファー
ジ感受性,プラスミドパターン, RFLP (Restriction
/ Fragment Length Polymorphism), RAPD解析
法, RepPCRフィンガープリント法, 16SrRNA塩
基組成による分類法などが開発されており,これら
を幾通りか組み合わせて分類上の位置を決定してい
る｡今日では16SrRNA塩基組成の比較を中心にし
た解析法が繁用されている｡
最近,東南アジアの木本性のマメ科植物の根粒菌
の性質を分析したデータがある｡ Pranaら
(1997)はモルッカネム(Paraserianthes falcata-
ria)の根粒から菌を分離した｡モルッカネムは高
木のマメ科の樹木で家具材として,または街路樹と
してオーストラリア,インドネシアをはじめ東南ア
ジアでは一般的で有用な樹木である｡根粒より分離
した菌株で,宿主植物に根粒を形成し,窒素固定活
性のあった11株を, PCR法で16SrRNA遺伝子断片
を増幅し,サイクルシーケンス法により16SrRNA
の140bpからなる部分塩基配列解析を行った結果,
4株はRhizobium属に属するR. tropic抹二近縁で,
7株はBradyrhizobium属に属するB. japonicum
に属する菌株であるとの分析結果が得られた｡以上
の実験から,ただ単純に根粒形成だけを見て根粒菌
のグループに入れることは出来るが,その実状は大
きく2つの属に分類されることが判明した｡このこ
とは花Od genesが土壌中で,何らかの方法で相互に
伝播し,移行した細胞で, nod genesがおかれた環
境に適合し,正常に発現するならば,根粒形成活動
が発揮され,根粒が形成されることを示唆するもの
であろう｡根粒菌の分類として従来の枠組みでよろ
しいのか一考すべきであろう｡
同様の話題は,通称Yam bean (Pachyrrhizus
erosus (L.) Urban)という日本ではあまり馴染
みはないがその塊根を食するマメ科植物の栽培種が
ある｡根に直径20cmにもなる立派な塊根を形成する｡
このようなマメ科植物はクズなどには見られるが,
栽培種のマメ科植物としては珍しい｡この根粒は幼
植物時に着生しているが,塊根が成長するに従って
図2　Yam beanの幼植物(Fuentes etal. 1997)｡
培養条件:81日培養, 25℃, 14hr light/10hr
dark, Tu:塊根, N:根粒
離脱する｡この植物の若い根粒より菌を分離し,そ
れぞれの性質を比較し, 16SrRNA解析及び生理的
活性について解析したところ, Rhizobium属に属
するものと, BradyrhizobiLLm属に属するものに見
事に2分されることが判明した(Fuentesら, 1997,
図2)｡これも宿主を同一植物にした異なる属の菌
種の根粒形成の例である｡根粒菌の本質である根粒
形成という立場から, RhizobiumとBradyrhizobium
との属問の相違をどのように解釈すればよろしいの
か判断に苦しむところである｡
根粒菌の宿主特異性
根粒菌の宿主特異性を決定する因子の本体とは何
なのかを検討することは重要である｡根粒菌のTWd
genesはその発現産物としてNod factor (lipochi-
tooligosaccharide-LCO)の合成に関与する酵素
群をコードしている｡ nod genesの発現誘導は植物
から分泌しているフラボノイド化合物,例えば
luteolin, chrysoeriolや7, 4 I-dihydこ)rXyflavonの
ようなflavonにてR. melilotiやR. l. bv. trifoliiの
-4-
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図3　Nod factorの基本骨格｡
nodDが活性化し,他のnod genesを発現誘導する｡
同様に, daizeinやgenisteinのようなisoflavonは
B. japonicum, R. etliのTWd genesを誘導し,
eriodictiol, narlngeninのようなflavanonはR.
etli, R. l. bv. trifoliiやR. i. bv. uiciae, 4,4'-dihy
droxy-2 ∴methoxychalconeのようなchalconeが
R. TnelilotiのTWd genesを発現誘導することが知
られている｡ Nod factorとは図3に示すように,
〟-acety1-glucosamin (GIcNAc)のオリゴマ-で,
通常3-6分子のβト4結合の骨格を持ち,非還元
末端側の糖に不飽和脂肪酸(unsatulated fatty
acyl chain)が付加されており,その他の部分に
RlからR5の位置がⅣ-methyl group (Me), 6-0-
acetyl group (Ac), carbamoylgroup (Cb)な
ど特徴的な修飾が施されている｡さらに,還元末端
側のGIcNAcに, Sulphate (Sulf)またはD-arabinose
やa-L-fucoseが付加したものもある｡例えばR.
melilotiの合成するNod factor, NodRmはその構
造中にSulphateが付加(Spaink, 1995)しており,
それがR. melilotiの産生するNod factorの構造的
特徴となっている｡ Sulphateを突然変異により欠
乏すると根粒形成能が失われることが確認されてい
る(Spaink, 1995)｡このような突然変異株はアル
ファルファには根粒付着能力が無くなるがインゲン
には根粒形成するようになると言う報告もある
(Felle et a1., 1995). L6pezILara et al. (1995)
は, R. lotiとR. etliのNod factorは非常によく似
ていることを兄いだし, GIcNAc骨格は5糖,バク
シン酸(〟-methyl-〟-Vaccenoyle)を非還元末端
に, 4-0-acetyl fucoseを還元末端糖に結合してい
る｡しかし, R. lotiのNod factorはcarbamoy1
-5-
group (Cb)を非還元端末に
付着しているのにR. etliには
ない｡このことが宿主特異性を
決定づけるNod factorの構造
的相違であると報告している｡
また, Schultze&Kondorosi
(1996)は図4のようにNod
signalを受けとめる部位
(receptor site)が植物で異なっ
ており, MedicagoやViciaな
どではそのサイトが厳密で,逮
±二Nod +
(b)
MedlCagO
▽　　ll　　　●　　ロ
yl (GlcNAc)4_5　Acetyl SuLphate MeFuc
図4　Nod signal receptorsの膜透過性につい
ての仮説(Shultze M.良 A. Kondorosi,
1996)｡
a ) Medicagoにおいてはsulphate groupの有
無はreceptor活性化のための必須要件｡ b)
Viciaにあっては還元末端を修飾されていない
こと｡ C ) GlycineとPhaseolusは諸種の異なっ
た構造のNod factorと相互に作用しうる｡
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にGlycineやPhaseolusなどではreceptor siteが特
定されていないことを仮説として示した｡また,香
飽和脂肪酸が宿主特異性を決定するという例もある｡
R. l. bv. uiciaeとR. i. bv. trifoliiのfatty acyl
chainが微妙に異なるという.即ち, R. l. bv.
trifoliはcis-double bondを含まないというもので
ある(Spaink et al. 1995a, Bloember et al.
1995a)0
逆に, Martinezら(1991)が記述しているよう
にNod factorの修飾部分が宿主特異性を決定して
いるとは思えないとの論述もある｡ Bonoら(1995)
は,多くの菌株の明確なNod signalのreceptor分
子の所在を認めることが出来なかった｡さすがにア
ルファルファにおいては微弱なNod factorの
receptor siteが判明したが, Nod factorに対する
アフイニティーは極めて低いものであった｡しかも,
このreceptor siteはNod factor分子のsulphate基
の有無を判別出来ない｡このようなタイプのNod
factor binding siteはトマトの根の抽出物中にも
在ることから,宿主特異性という微妙な機構の説明
には不適当ではないかとの報告もある(Bono et
al., 1995)｡ Nod factorの構造により宿主特異性を
説明するのは不充分と思われる菌種と宿主の関係が
ルーズなものもあるようだ｡
おわりに
生物がその生命現象をその生育環境に適応させな
がら変動させるということは,生物の生存に関する
特性である｡そこに進化があり,その揺れ動きが生
命の持続を可能にさせるものでもある｡根粒菌の生
態を考えるとき,根粒は,根粒革が宿主植物内に生
息域を設け,植物からの同化産物を得,安全かつ効
率的に生存し,根粒の崩壊とともに感染したときよ
り数千億倍に増殖した菌体を土壌中に放出する一大
増殖の場である｡土壌中で根粒菌以外の菌がnod
genesを何らかの方法で獲得し,植物との共生能を
獲得維持することが可能ならば,これほどメリット
の多い環境はない｡近年話題を振りまいている且
colt O157のベロ毒素産生の遺伝子などは異種の菌
へ伝播し,環境の中に拡大して行く現象が注目され
¢脚80◎¢⑳¢¢¢
ている｡また,根粒菌ではSullivanら(1995)の1L
lotiの遺伝子移行の実験のように土壌中でspontaneous
に接合する場合や,バクテリオファージの如きキャ
リアーによりnod genesが水平伝達されるメカニズ
ムを考えると,いままで根粒菌の範噂にない菌が,
根粒を形成する能力を有するようになる現象は納得
行くものであろう｡自然の生態系で生息する菌の分
類はいっの時代でも揺れ動き,不安定なものかも知
れな ｡それが自然の摂理で,旧態然たる分類学に
固執する分類学では,少なくとも根粒菌の分類は不
可能であろう｡何を目的として分類するかを明確に
する必要がある｡
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菌類のキチン合成酵素遺伝子と形態形成
′~＼
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1.はじめに
菌類の形態形成といえば,胞子嚢柄,分生子柄や
子実体の形成,胞子嚢や分社子の成熟,あるいは接
合器官の分化,等をあげることができよう｡一般に
これらの現象はダイナミックであり,実体顕微鏡で
覗くこの世界は圧巻である｡菌糸マットから空中に
立ち上がった形成体を眺めると｢こんな大きなもの
をどうやって作っているのだろう?!｣とつくづく感
じる｡多くの場合形態形成には成長が伴っており,
菌類の成長が先端成長によっていることを考えると,
形態構築や保持における細胞壁の合成制御が菌類の
形態形成の一面と深く関わっている｡菌類の多くは
細胞壁の構造としてキチンフイブリルを主成分とし
ており,キチン合成酵素がその役目を担っている｡
筆者は,接合菌のヒゲカビ(Phycomyces blahe-
sleeanus)を材料として,その形態形成を細胞壁
の動態から理解する方策の一つとしてキチン合成酵
素遺伝子に着目し,その遺伝子クローニングおよび
その発現に関する研究を進めている｡キチン合成酵
素遺伝子の研究を歴史的視点やヒゲカビでの結果も
交えて紹介したい｡
2.分子生物学的アプローチによるキチン合成酵素
遺伝子のクEj-ニング
"Fungal cell wall : Structure, synthesis,
and assembly" (1992)1)によれば, "キチン,
chitin"という命名はギリシャ語由来で1823年まで
遡り,厚手のコートや外套を意味する単語から派生
している｡ 1960年代に細胞壁の分子組成と菌類分類
に相関があることが知られるようになり, 1970,
1980年代に菌類間や同一種でも形態の違い(菌糸状,
醇母状,胞子嚢柄,胞子)でキチン含量に変化(細
胞壁乾燥重量に対して数%から20数%)のあること
が明らかになり,キチン合成酵素の性質や精製の研
究が進められた｡多くの努力にも拘らず,キチン合
成酵素が巨大な膜結合酵素であり精製が困難であっ
東北大学･遺伝生態研究センター　官　尊　　　厚
たため,その遺伝子研究の幕開けは1986年になって
からである2)｡その方法は,生化学的正攻法ではな
く" reverse genetics"を主導する分子生物学的手
法を利用したものであり,その主役は,細胞壁にお
けるキチン含量がわずか1-2%の出芽酵母(Sac-
charomyces sereuisiae)であった｡大腸菌での分
子生物学的手法が確立し,酵母への適用が盛んにな?
てきた時期と重なっている｡
含量は少ないが,形態に影響するSeptum形成に
キチン合成が必須であることや,接合プロセス期の
細胞壁にはキチンが多く存在するなど,キチン合成
の制御は出芽酵母の生育や形態形成において重要で
あることが知られていた｡研究を進めたNIHのグルー
プは,まずキチン合成能を欠損した温度感受性変異
体を単離し,その変異体(chsl株)に野生株DNA
より作成した遺伝子ライブラリーを形質転換するこ
とにより,キチン合成能を回復するクローンを得る
ことに成功した｡ JαcZとの融合蛋白質がキチン合成
活性を持っことを確認し,キチン合成酵素をコード
する構造遺伝子と断定してCHSlと名付けた2)0
3.子嚢菌のキチン合成酵素遺伝子と形態形成
出芽酵母(子嚢菌類)での成功は, chsl株を用
いる"heterologous expression''を利用した近縁
種からの遺伝子クローニングを可能にし,出芽酵母
とカンジグ(Candida albicans)それぞれのキチ
ン合成酵素遺伝子からのアミノ酸配列を比較して見
つかった相同配列からPCR用のプライマー(増幅
される大きさは約600bp)が設計された｡そのプラ
イマーは多くの菌類に適用可能であったため,得ら
れた遺伝子情報を用いて菌類の系統を論じることま
で試みられた3)｡この過程でキチン合成酵素遺伝子
は一つではなくほとんどの菌類で数個は存在するこ
とが明らかになり,また,各々の遺伝子産物(アミ
ノ酸配列の相同性からクラスⅠ～Vに分けられてい
る)の役割が,遺伝子破壊株を用いて解析されてき
-7-
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Aspergillusで進められた研究によると,クラス
Ⅳ遺伝子破壊株においては野生株と違いが見られな
いが,他のクラスの遺伝子破壊株では,目立っ形態
変化として糸状成長が抑制されて小コロニーを形成
する場合のあることがわかった｡破壊する遺伝子の
/違いにより,細胞の"rigidity"に影響を与える場
合(クラスⅤ破壊株)4)と細胞伸長自身に影響を与
える場合(クラスⅢ破壊株)5)が認め
られた｡前者では,キチン含量が野生　　Kb
株より40%程少なくなっており,分生　ヲ:…二
子柄形成や接合過程が正常に進まない　　4･4 ~
ことが報告されている｡後者では,面　2･4-
白いことにキチン含量は野生株と変わ
らないが(他のアイソザイムによって
補償されていると考えられる),単離　0.24-
膜でのキチン合成活性は半分以下に落
ちていた｡このことは,各々の酵素に
よって作られるキチンポリマーの性質
や分布の違いを物語っているのかもし
れない｡こちらの遺伝子破壊株でも,
ばIぼヽdPlズIl諾ヽdp
ライマ一に選ぶ領域を変更して再度PCRに挑戦し
たところ,驚いたことに10個の遺伝子ホモログの存
在が判明した｡このなかには糸状成長に重要といわ
れるクラスⅢのホモログは見つからなかった｡ヒゲ
カビを除く接合菌のキチン合成酵素遺伝子の情報は
すべてクラスⅡを示しており,接合菌の糸状成長に
はクラスⅢ以外の酵素が主役である可能性もある｡
菌糸より抽出したpoly (A)+ enriched RNAを用
2　3　4　5　6　7　8　9　10
図1.野生株NRRL1555におけるヒゲカビキチン合成酵素遺伝子
の発現
明所, 20℃で24時間液体培養した菌糸から得たpoly(A)十enriched
RNA (各レーンに同量)に対して,各々のクローンをプローブ
分生子柄の形成がほとんど起こらない
こと,また,マウスへの感染実験では
発病遅延と致死率の減少が報告されている｡
(レーン番号と同じ)としてノーザンハイブリダイゼーションしたo
4.接合菌ヒゲカどのキチン合成酵素遺伝子
出芽酵母や糸状菌(子嚢菌類･担子菌類)での活
発な研究進展の陰で,同じ糸状菌ではありながら接
合菌類での情報不足は研究の立ち遅れを露呈してい
た｡筆者らが行ったヒゲカビでの1993年の報告が,
接合菌のキチン合成酵素遺伝子に関する最初のもの
である6)｡菌類研究にあって接合菌利用者は特に少
なく,また,キチン合成酵素遺伝子の研究が病原真
菌症との関わりのなかで主に行われてきたことが背
景にあると推察される｡
PCRにより600bpのDNA断片の増幅を試みたが,
条件を変えても主に750bpの増幅バンドしか見られ
ず,共同研究者さえそれは"junk DNA"だといっ
ていた時もあった｡なかばやけくそ気味にその断片
をクローニングして塩基配列を決定したところ,か
なり珍しい事例で約150bpのイントロンを含むキチ
ン合成酵素遺伝子断片(クラスⅡ)であった6)｡プ
いたノーザン解析からは,推定8.2kbのmRNAを転
写している遺伝子の存在が明らかになった(図1)0
今までに知られているキチン合成酵素遺伝子はほぼ
4kb以内に収まることからその長さに興味が持た
れる｡
ヒゲカビには種々の栄養要求性株や光屈性異常株
に加え,形態変異株として胞子嚢柄肥大株や小コロ
ニー形成株がある(図2)｡また,ヒゲかどの接合
過程は温度に敏感であり, 15-20℃で正常に進むが,
25℃を超えると途中の段階で止まってしまう｡キチ
ン合成酵素遺伝子と形態形成との関連を調べていき
たい｡
接合菌Absidia glaucaにおいて, N末端側に
ConAモチーフを持ち,既知の遺伝子億報から予想
される蛋白質の分子量よりはるかに小さいユニーク
なキチン合成酵素が今までで唯一電気泳動的に単一
にまで精製されている7)0 ConAモチーフから作成
したオリゴプローブはうまくヒゲカビDNAに-イ
ブリグイズしなかったが,ヒゲカビに相同な酵素が
-8-
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NRRL1555
(野生株)
′一一
｢､
図2.ヒゲカビで得られている小コロニー形成株
完全培地に胞子を蒔き,明所20℃で2日間培養した｡株によって成長に違いが見られる｡
あるかどうか興味深い｡
5.おわりにかえて一夢の話-
キチン合成酵素遺伝子の研究は一時のピークを過
ぎた感もある｡この遺伝子に興味を持っ研究者には
製薬会社の人が多いが,クローン化した遺伝子を発
現ベクターにつなぎ,精製蛋白質を得て結晶化し,
Ⅹ線解析情報から真菌症に有効なドラッグデザイン
を模索する試みがなかなか実を結ばないことも一因
と思われる｡翻って,ヒゲカどの10個の遺伝子のう
ちの一つでもその実現に貢献することはよもやない
であろうか｡
クローン化した遺伝子群の制限酵素地図を眺める
と,お互いに良く似ているところがあるのに気付く｡
細胞分裂のときに染色体凝縮を起こさないようでin
situ解析は出来ないし,電気泳動的なカリオタイ
プも知られていないが,この事実は遺伝子の重複や
転位を反映しており,キチン合成酵素遺伝子ホモロ
グを10個も持っヒゲカビは単細胞多核という利点(?)
をして遺伝子再編の実験をしているのではないだろ
うか｡因に10個のうち5個は,菌糸状態では発現し
ていない｡発現制御の結果であろうか,それとも-0
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2) B111awa, C. E. et al. (1986) Cell 46 : 213-225.
3) Bowen, A. R. et al. (1992) Proc. Natl. Acad.
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国際シンポジウム｢菌類における環境シグナル応答
一菌学における遺伝生態研究-｣のお知らせ
遺伝生態研究センターは日本菌学会との共催により｢菌学における環境シグナル応答｣をテーマにした
coE国際シンポジウムを12月4日から6日まで東北大学医学部艮陵会館で開催いたします｡光や温度など
環境要因と菌類との関係を広い視野から捉えるシンポジウムにしたいと考えておりますので,種々の分野か
らのご参加をお願い申し上げます｡なお,詳しいプログラムに関しましては遺伝生態研究センターのホーム
ページ(http://www.ige.tohoku.ac.jp)を御覧になるか,または東北大学･遺伝生態研究センター　大瀧
煤(〒980177　仙台市青葉区片平2-111 Tel:022-217-5709, 5712　Fax:022-263-9845　E-
mail : ootaki@ige.tohoku.ac.jp)まで,お問い合わせください｡
12月4日(木曜日)
9 :45-10:00　　開会式
10: 05-10:35　〔Session I　　分子制御〕
酵母における寄生性ゲノムの維持　-コピー数の揺らぎの分子応答-
:ジャヤラム　マックニ(テキサス大学,米国)
糸状病原菌フザリウムにおける分泌性ペクチン分解酵素およびその遺伝子の性質と病原性への関与
:ゴンザレスーロンセロ　イザベル(コルドバ大学,スペイン)
ヒゲカビにおいて5 -フルオロウラシル耐性を付与する3つの遺伝子の変異は不完全な優性を示す
:サッター　リチャード･平田真弓･-～ゲン　ジュニファー(ウェストバージニア大学,米国)
ヒゲカビにおけるキチン合成酵素遺伝子のクローニングとその解析
:宮蓄　厚･大瀧　保(東北大学)
13: 10-15: 15　〔Session　Ⅱ　　光制御遺伝子〕
ヒゲカビにおける光誘導性遺伝子の単離と性質:コロチャノ　ルイス(セヴィリア大学,スペイン)
担子菌頬ヒトヨタケにおける光形態形成変異体の分子解析
:鎌田　尭･秋山匡史･村口　元(岡山大学)
ケカビ目におけるカロチン合成系遺伝子　:エスラバ　アルトロ(サラマンカ大学,スペイン)
馬鹿苗病菌におけるジベレリンとカロチノイド生合成
:アパロス　-ビエル(セヴィリア大学,スペイン)
15 : 30-17 : 35　〔Session Ⅲ　　刺激感受機構〕
ヒゲカどの生長域における細胞器官と構造及びそれらの重力刺激受容への関与
:シメク　クリスチーネ･堀江直司･大瀧　保(東北大学)
下方からの光照射による子嚢菌子実体の下方生長　　　　　:金子　愛･相良直彦(京都大学)
定常生長及び圧力下での反応でみられるヒゲカどの螺旋生長を説明する
フイブリルの再定位と滑り説　　　　　　　　:オルテガ　ヨセフ(コロラド大学,米国)
18: 00-20: 00　　歓迎レセプション
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12月5日(金曜日)
9 : 33-12 : 20ノ　〔Session IV　　青色光効果の生理〕
外的要因に対するヒゲカどの応答の生理と遺伝
:セルダーオルメド　エンリケ(セヴィリア大学,スペイン)
ヒゲカどの青色光受容:遠紫外線/t赤色光受容体存在の証拠
:ギャラン　ポール(マールブルグ大学,ドイツ)
マイコクローム系の多様な反応性とその遺伝的変異を有するイネゴマ葉枯れ病菌の生理反応型
:熊谷　忠(東北大学) ･木原淳一(島根大学)
ヒゲカどの古色光発色団における電子流の発見
:フクジャンスキー　レオノルド(フライプルグ大学,ドイツ)
_上ゲカどの青色光反応　　　　　　　　　　:リブソン　エドワード(シラキュース大学,米国)
13 : 30-15 : 35　〔Session V　　形態形成と分化〕
ケカビにおける発生分化　　　　　　　　:アルバレス　マリベル(サラマンカ大学,スペイン)
アカバンカビにおけるシグナル伝達に関連した遺伝子による形態形成の制御
:村山肇子･望月優子(関東学院大学) ･金内昭人(通産省工業技術院) ･田部　茂(東北大学)
菌類の形態形成や分化におけるGTP結合蛋白質の役割
:マルティネッツーカデナ　ガダルペ(グアナファト大学,メキシコ)
アカバンカどの形態形成におけるNDPキナ-ゼを介した光シグナル伝達の分子解析
:小椋貴弘･矢部尚登･蓮沼仰嗣(横浜市立大学)
12月6日(土曜日)
9 :30-ll :05　〔Session Ⅵ　　共生と生態〕
菌根菌と地球生態　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　:堀越孝雄(広島大学)
外生菌根菌による植物のストレス耐性促進効果　:トトラ　マルコス(ピコーサ大学,ブラジル)
温度と微小菌類の分布パターン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　:徳増征二(筑波大学)
ll : 20-12 : 25　〔Session Ⅶ　　生化学的伝達〕
ヒゲカビにおける代謝シグナル　　　　　　　　:ソレル　ジョアキン(レオン大学,スペイン)
菌類の光受容とシグナル伝達におけるプテリジンとNO/NO合成酵素の役割
:マイエル　ヨセフ(チュ-ビンゲン大学,ドイツ)
13:30-15:05
サルノコシカケ科ファボルスの子実体形成におけるフェノールオキシゲナーゼの役割
:森永　力(広島県立大学)
ヒゲカビにおけるモノカルボン酸類のトランスポート
:デーアリアガ　ドロレス(レオン大学,スペイン)
ヒゲカどの刺激伝達におけるG-蛋白　　　　　　:コーエン　ロバート(フロリダ大学,米国)
15: 05-15:20　　閉会式
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｢平成9年度公開ワークショップ｣のお知らせ
前号でご紹介いたしました平成9年度公開ワークショップの開催場所の変更およびプログラムの具体的進
行を下記のとおり設定いたしましたので,あらためてご紹介いたします｡なお,ご不明な点はファクス
(022-263-9845)または電話(022-217-5706)で,共同利用掛までお問い合わせください｡また,ワー
クショップの詳細に関しては遺伝生態研究センターホームページ(http://殉ww.ige.tohoku.ac.jp)でも紹
介しております,ご覧ください｡
日　時:1997年11月7日(金), 8日(土)
場　所:仙台市旭ヶ丘市民センター(地下鉄旭ヶ丘駅ビル内)
講演会場: 4階大ホール
展示発表会場: 2階展示ホール(1)
11月7日
1時30分～　　開会の挨拶
1時45分～　〔遺伝生態研究の台頭,発展,そして未来への展望〕
遺伝子のレベルからみた遺伝生態研究　　　　東北大学･遺伝生態研究センター　亀谷　蓄昭
光環境生物学からみた遺伝生態研究　　　　　東北大学･遺伝生態研究センター　熊谷　忠
3時15分～　　ポスターセッション
4時30分～　総合討論　　　　　　　　司　会:東北大学･遺伝生態研究センター　大瀧　保
5時30分～　　懇親会
11月8日
8時55分～　　本日のワークショップについて
9時～　　　〔地球環境が変わると生物の生活はどうなるか〕
地球環境の変動と菌根共生系　　　　　　　　　　　　　広島大学･総合科学部　堀越　孝雄
ストレス環境に対する植物の適応と遺伝資源　　岡山大学･資源生物科学研究所　武田　和義
植物はどのように環境変動に適応しているか　-その調節機能と分化のしくみを探る一
京都大学･大学院理学研究科　河野　昭一
11時30分～　　パネルディスカッション
コーディネーター:東京大学･分子細胞生物学研究所　杉山　純多
1時30分～
特別講演: ｢21世紀の地球環境と日本｣
3時～　　　　閉会の挨拶
編集後記
片平キャンパスの正門脇にある樹齢200年を越える銀杏
の葉も色付きはじめました｡ 1997年も残すところ,あと
2ケ月となりました｡ 11月に開催します公開ワークショッ
プでは｢地球環境｣を取り上げております｡次号では,
ワークショップに対する御意見を掲載したいと考えてお
ります｡御意見を手紙,ファクス(022-263-9845),
E-mail (ige-info@ige.tohoku.ac.]p)でお寄せください｡
なお,次号は1月はじめを発行予定としております｡
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